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研究成果の概要（和文）：人工心肺後には、濃厚血小板液輸注による血小板の量的・質的補充が治療の中心となってい
るが、投与基準となるデータやそのモニタリング法は未だ確立していない。本研究では、人工心肺手術予定患者からの
採取する検体を使用し、血流環境下で形成された血小板血栓形成を多面的に観察することで、臨床的な血小板数と機能
の低下の相互関係を調査した。結果、人工心肺は、血液希釈による血小板数の低下と血小板機能低下の両者により、血
小板形成能を低下させた。また、抗凝固薬は、局所でのトロンビン濃度低下により血小板形成にも影響を及ぼした。周
術期の止血モニタリングには、血流を反映できるあたらしい装置の開発が有用であることが示唆された。

研究成果の概要（英文）：After cardiopulmonary bypass (CPB) surgery, platelet concentration is the mainstay
 approach for hemostasis. The cut-off value and its monitoring, however,  are not established in clinical 
practice. This study is conducted to investigate the interaction between platelet number and  platelet fun
ction in the blood flow. In result, CPB caused the depletion in platelet count after hemodilution and inhi
bition of platelet function. We also observed the anticonagulants affect platelet thrombus formation by lo
w thrombin generation on thrombus surface in flow condition. In conclusion, blood flow should be included 
on the development of novel monitoring apparatus for the perioperative bleeding.
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１．研究開始当初の背景 

人工心肺を使用した開心手術、および周術期

の大量出血時などにおける高度の血液希釈

は、血小板数を低下させ、一時止血を困難と

する。加えて、術前の抗血栓薬による残存効

果や、人工心肺使用に伴う低体温環境は血小

板の機能低下は周術期の出血リスクを助長

することが知られている。これら人工心肺後

の血小板が原因と考えられる止血異常に対

しては、濃厚血小板液輸注による血小板の量

的・質的補充が、現在、治療の中心となって

いる（田中、小川、他. 臨床麻酔 2011; 35: 

9-18.) 。しかしながら、その投与判断は通

常、測定された血小板数単独により評価され、

また、その基準値は施設や担当医によっても

大きく異なっている。近年、輸血製剤の適正

使用が注目される一方で、投与基準となる検

査値と、その最適なモニタリング法について

は、未だ確立していないのが現状である。 

研究代表者は、これまで血流環境下におけ

る血栓形成に与える因子、つまり、ズリ応力

低下や血小板数低下が、全血凝固反応を包括

した血栓強度にも影響を及ぼすことを報告

してきた（Ogawa S, et al. Thromb Haemost 

2011;106:1215-23.）。このような背景から、

より生理的な血栓（止血）過程を反映すると

考えられるフローチャンバーシステムを、人

工心肺後の包括的な血小板止血障害の診断

に応用できる可能性がある。 
 
２．研究の目的 

我々は、全血検体を用いた予備実験より、血

液希釈と血小板機能低下の２因子が血小板

血栓の形成過程に相互に影響していると仮

説を立てた。そこで、今回、血液検体を用い

て人工心肺手術後モデルを作製し、血流環境

下で形成された血小板血栓形成を多面的に

観察した。血小板数低下と機能低下の相互関

係を、静的、および動的環境下において、包

括的に解明することを研究目的とした。 
 
３．研究の方法 

人工心肺による血液希釈と血小板機能低下

の出血モデルを作製するために、成人健常者

（n=6）から採取したクエン酸加全血検体を

用いて、in vitro 血液希釈操作（45％希釈、

生理食塩水）と P2Y12 受容体遮断薬の添加

（Prasugrel, 終濃度 10μM）を行なった。

この検体を、血小板凝集能検査、またはフロ

ーチャンバー実験を行い、全血血栓形成能を

評価した。また、抗凝固薬が血栓形成能に与

える影響を評価するために、ダビガトラン 

(活性代謝物, 終濃度 500nM)を使用し、抗凝

固薬と抗血小板薬の併用が血栓形成に与え

る影響についても、あわせて検討した。 

 

(1) 血小板凝集能 

静的血小板血栓形成を評価するために、全血

血小板凝集測定器（Multiplate; Dynabyte, 

Munich, Germany）を使用した。検体はHirudin

加全血検体とし、活性試薬には ADP (10uM)

を用いた。 

 

(2) フローチャンバー装置 

流体下における血小板血栓形成能を、フロー

チャンバー装置（Total Thrombus-formation 

Analyzing System, T-TAS; Fujimori Kogyo, 

Tokyo, JAPAN）を用いて行なった。Ｈirudin

処理（15μl/ml）にて抗凝固処理を行なった

全血検体を、任意の動脈ズリ速度下（1500s−

１）でマイクロチップ内（キャピラリーをⅠ

型コラーゲンでコーティング）を灌流させた。

測定項目は、血小板血栓形成に伴うキャピラ

リー内部の圧力変化を計測することで、その

血栓強度の指標とした。また、形成される血

栓を video-microscope （×10）にて経時的

に観察することにより、血小板血栓の凝集や

飛散を視覚的に評価した。 



 抗凝固薬の効果判定には、コラーゲンと

tissue factor でコーティングしたマイクロ

チップを使用し、還流実験を行なった。検体

には、3.2%クエン酸加全血を還流直前に Ca

溶液でクエン酸活性を拮抗したものを用い

た。 

 

４．研究成果 

(1) 静的血栓形成 

抗血小板薬に添加により、 ADP 血小板凝集検

査は有意に抑制された。また、これに血液希

釈操作を加えると、相加的な凝集抑制が確認

できた。しかしながら、両インターベンショ

ンによっても、検体容器内での血小板凝集

（透過光）は完全には抑制されなかった。 

 

(2) 動的血栓形成 

フローチャンバー装置を用いた血流下の血

栓観察では、Prasugrel の添加をおこなって

も、血小板形成開始時間はほとんど変化がな

かった。その一方で、圧変化曲線からなる血

栓強度(Area under curve)は、Prasugrel 添

加により、有意に低下した(p < 0.05)。これ

に、４０％血液希釈操作を加えると、流体下

に血栓形成は完全に消失するのが確認でき

た（観察時間：10 分間）。検鏡下における連

続観察でも、キャピラリー圧変化による血栓

形成評価と同様の結果であった。また、von 

Willebrand factor (終濃度 1.5 U/mL)は、

血小板の粘着の改善を認めたが、最終的な血

栓強度の改善は認めなかった。ダビガトラン

添加実験では、血流下における Prasugrel の

血栓形成抑制を、相加的に増強させた。これ

には、局所でのトロンビン濃度が、活性化血

小板を核とする血小板血栓の産生にも影響

していると考えられた。 

 

(3) 結果のまとめ 

静的環境と動的環境での血栓形成能に相違

がみられた事は、生体内で血小板形成が形成

される過程で、血球成分により壁面で発生す

るずり応力の影響が考えられる。周術期の大

量出血や人工心肺といった生体での血液希

釈時には、静的検査よりも、フローチャンバ

ー装置といった流体の影響を反映可能な新

しいモニタリング装置の開発が望ましいと

考えられた。 
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